1 BARFA p] eds JE DA] = BERE CE a tr PEST Al1、 清 道夫 受 体 BI mRNA X 


2 达 的 影响 
3 陈 言 言 ， 刘 伯 帅 “” 陈 跃 鹏 ” 朱 晓 艳 “ 袁 德 地 FEN 王 成 章 ” 史 莹 华 * 
4 (河南 农业 大 学 牧 医 工程 学 院 ， 郑 州 450002) 


5 ği 要 : 本 试验 以 大 鼠 肝 脏 和 肝脏 细胞 (BRL 细胞 ) 及 小 鼠 巨 噬 细 胞 CANA-1 细 胞 ) 为 研究 
6 对象， 从 动物 和 细胞 水 平 上 研究 首 禾 皂苷 对 胆固醇 逆向 转运 基因 三 磋 酸 腺 昔 结 合 盒 转运 体 


7 Al (ABCA1)、 清 道夫 受 体 BI (SR-B I ) mRNA 表达 的 影响 。 取 雄性 健康 SD 大 鼠 32 只 ， 随 机 


8 ”分 成 4 组 ,分 别 为 正常 对 照 组 、 首 鞍 皂 并 组、 高 脂 模型 组 和 高 脂 首 蒂 皂 芽 组 ,每 组 8 只 。 正 常 


9 ”对 照 组 和 首 蒂 皂苷 组 饲 喂 基 础 饲 粮 ， 其 余 2 组 均 饲 喂 高 脂 饲 粮 ， 饲 喂 4 周 后 ， 首 蒂 皂 茸 组 和 高 


mE 


10 JE TB SBS ATT RER H240 mg/kg hfe Hr. WEFIAII. RAA LS EH] T BRL 


11 ” 胞 48h, HESR, EBRLZIUIA] AEK RR ZH. COE TS TRU. EP EP ZH. COE E ABH). 
12 ” 脂 变 模型 组 ( 脂 变 细胞 ) ARE GEZME), EE. AR ZEAE aS 


= 13 WERE (ARIZ300 g/mL), 培养 24h。 采用 氧化 低 密度 脂 蛋 白 (ox-LDL) 作用 于 ANA- 


~N 14 ”1 细胞 48h， 构 建 荷 脂 模 型 ， 将 ANA-1 细 胞 分 为 正常 对 照 组 (正常 细胞 )、 首 菠 皂 并 组 (正常 


15 ”细胞 )、 和 荷 脂 模型 组 〈 荷 脂 细 胞 ) Afar SZ Cop HL, ee EA far Hi AAE 


16 MPRA CAPKE300 nu g/mL)， 培 养 24 h。 采 用 荧光 定量 PCR 法 测定 大 鼠 肝 脏 、 


e 17 ”BRL 细 胞 和 ANA-1 细 胞 中 4BC41、SR-B I mRNA 表达 量 。 结 果 表 明 : IA BASRA 


= 18 “正常 大 鼠 肝 脏 4BC41 和 SR-B I mRNA 表 达 量 (P<0.05)， 显 著 提 高 了 高 脂 大 鼠 肝 脏 4BCA1 


19 mRNA 的 表达 量 (P<0.05)， 对 高 脂 大 鼠 肝 脏 SR-B I mRNA 表达 量 影响 不 显著 (P>0.05); 2) 


i 


20 ” 首 蒂 皂苷 显著 提高 了 正常 BRL 细 胞 4BC41 和 SR-B 1 mRNA 的 表达 


a (P«0.05), Tx HE AE 


lm 


21 “BRL 细 胞 4BC41 和 SR-B I mRNA 表达 量 影响 不 大 CP>0.05); 3) EETRECEE SE A REANA- 


22 1 细胞 4BC41 mRNA 表达 量 CP<0.05)。 由 此 可 见 ， 彰 蒋 皂 苷 可 通过 上 调 大 鼠 肝 及 和 正常 肝脏 


23 ”细胞 4BC41 和 SR-B I mRNA 的 表达 促进 胆固醇 的 逆向 转运 ， 增 强 肝 脏 胆 固 醇 排泄 ， 从 而 发 
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24 ” 挥 其 对 高 脂 血 症 的 预防 和 治疗 作用 。 


25 ”关键 词 : BA: BRL 细胞 ，ANA-1 ZH; Aik; 胆固醇 逆向 转运 ， mRNA 表达 量 
中 


26 图 分 类 号 : S816.7 
27 随 着 社会 现代 化 的 发 展 ， 人 们 的 生活 质量 得 到 不 断 的 提高 ， 但 是 也 带 来 了 不 利 的 影 
28 ” 响 。 血 脂 异 常 ， 尤 其 是 血液 中 胆固醇 含量 的 升 高 是 导致 动脉 粥 样 硬化 和 冠状 动脉 心脏 疾病 


29 ”发 生 的 主要 因素 。 在 正常 情况 下 ， 大 部 分 胆固醇 是 细胞 膜 的 结构 成 分 ， 其 余 是 通过 血 流 运 
30 ”至 肝脏 、 明 上 腺 、 卵 梨 、 睾 丸 、 皮 肤 等 组 织 和 器 官 ， 之 后 被 合成 为 胆汁 酸 、 激 素 和 维生素 
31 “D。 胆 固 醇 和 其 他 脂 质 以 及 各 种 载 脂 蛋 白 共 同 组 成 数 种 脂 蛋 白 趾 。 人 类 80% 胆 固 醇 在 肝 外 


32 ”组 织 合成 ， 极 少 一 部 分 来 源 于 血浆 中 的 低 密度 脂 蛋 白 胆 周 醇 LDL-C)。 为 防止 肝 外 组 织 胆 


5 33 ” 固 醇 的 积聚 ， 肝 外 组 织 合成 的 胆固醇 由 高 密度 脂 蛋 白 (HDL ) 携带 经 血 流转 运 至 肝脏 ， 合 
< 十 " Zig " 
(Co) 34 ”成 胆汁 酸 外 。 在 胆固醇 从 肝 外 组 织 向 肝脏 转运 的 过 程 中 ，HDL 具有 重要 的 作用 。 大 规模 临 
cO 

= 35 ” 床 试 验证 实 ，HDL 含量 与 心血 管 疾病 呈 负 相关 。 而 HDL 的 代谢 是 相当 复杂 的 ， 它 涉及 许 


= 36 ”多 代谢 通路 ，HDL 作为 胆固醇 受 体 不 断 地 移 走 细胞 膜 上 的 胆固醇 ， 导 致 细胞 内 多 余 胆 固 醇 


-— 4 
r da 


`~ 37 ”的 外 流 ， 这 一 过 程 是 由 识别 载 脂 蛋白 AI CapoA-1) 和 清道 夫 受 体 BI CR-BIO 介 导 
- 
CO 38 的。 最近， 路 倩 等 四 报道 了 非 受 体 介 导 的 方式 ， 即 通过 三 磷酸 腺 苷 结合 盒 转运 体 Al 


V nm 


39 CABCAD 清除 外 周 组 织 胆固醇 的 方式 。ABCA1 属于 三 磷酸 腺 苷 结合 盒 转运 体 (ABC) 


40 ”基因 家 族 一 员 ，ABCAI 编码 的 蛋白 参与 生物 膜 间 物 质 的 转运 ，ABCA1 编码 的 蛋白 质 称 作 


= 41 ”胆固醇 外 流 调节 蛋白 (CERP)， 参 与 胆固醇 外 流 ， 促 使 胆固醇 转移 到 apoA-1 和 HDL. 
o 42 Hj. (ERU HF RURAS R DS] RE A AY EE PS, SS. SRF 


43 SPA MEARE, FET RL HE EB Bo. DG, EI 


44 fe CARA WEP B if JI 25 2 UE EAT ACA — 1 RR e 
Té t EXE A ELS PERI AA E USE TTE RU, SE EUER E ERE SRL 
4e WN SE ARE BEAK Ait VU GESTIRE DET], A = mR. rae 


45 


47 ”20 世纪 50 年 代 ， 国 外 就 开始 研究 首 蒂 皂苷 ， 主 要 在 提取 、 分 离 、 结 构 鉴 定 方面 做 了 大 量 


48 ”的 工作 ， 有 关 这 方面 的 研究 报道 很 多 。 近 年 来 ， 我 国学 者 对 首 蒂 皂苷 的 研究 也 取得 一 定 的 


49 ”成 绩 。 王 先 科 等 引 研 究 了 首 菩 皂 芭 通过 促进 肝脏 胆固醇 7- 产 化 酶 (CYP741〉 和 低 密 度 脂 蛋 


50 — ZIE (LDL-R) 的 表达 ， 增 强 肝脏 胆固醇 的 排泄 ， 发 挥 其 对 高 脂 血 症 的 预防 和 治疗 作 


51 H 


52 


Ed 


Ho Liang UK RUFIE 
表达 的 


ChinaXiv 合 
胞 (BRL 细胞 ) 为 对 象 ， 研 究 首 带 皂 苷 对 胆固醇 代谢 相关 基因 
影响 ， 从 而 探究 首 蒂 皂苷 在 细胞 水 平 上 对 胆固醇 代谢 的 调节 作用 。 本 试验 通过 首 带 
53 皂苷 在 大 鼠 肝 脏 和 BRL 细胞 及 小 鼠 巨 噬 细 胞 (ANA-1 细胞 ) 中 对 胆固醇 逆向 转运 (reverse 
54 cholesterol transport,RCT) 相 关 基 因 4BC41 和 SR-B I mRNA HIRIZ, IAE RV] ELI EET 
55 RCT 的 影响 及 其 机 制 ， 为 其 在 动物 生产 中 的 应 用 提供 可 靠 的 科学 依据 
56 1 材料 与 方法 
57 11 试验 材料 
58 Bee GuJbSI AN. B 
59 ” 析 法 检测 其 主 
eo # 
61 


H EHE SUB ZEE ETE 5 K LITERE) SAI 
62 
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65 


66 


RAAB fé Hs ZRII REE a rp s ret ERO 51900. 32 AR 
Efe RE SD 无 特定 病原 体 (SPF) 级 大 鼠 〈 河 南 省 实验 动物 中 心 )、 


化 得 到 ， 经 薄 层 层 


A 


自动 生化 分 析 仪 


67 


(LDL) 测 
胞 (中 国 科 学 院 上 海 生 科 院 细胞 资源 中 心 )、 
公司 )、 高 糖 DMEM 培养 液 (Solarbio 公司 )、 胎 牛 血 ; 
68 
69 
70 ” 海 求 精 4 
71 


72 


73 Aï). 
74 ”1.2 动物 试验 
75 预 试 期 
76 Z£ 


日 ， 分 别 为 正 


77 "e 


清 ( 杭 州 四 季 青 生物 工程 材料 有 限 公司 )、 
司 )、25 cm? EZ. (Coming 公司 )、6 孔 板 和 96 FLIR (Coming 公司 )、 
盒 [ 东 洋 纺 (上 海 )4 


连 ) 有 限 公 司 ]、2xTaq PCR Master Mix (北京 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公 司 )、 琼脂 糖 (Invitrogen 


(HITACHI7170A, HITACHI 公司 )、 台 式 高 速 冷冻 离心 机 (Eppendorf 公司 )、 总 胆固醇 (TC) 
测定 试剂 盒 〈 北 京北 化 康泰 临床 试剂 有 限 公 司 )、 总 胆汁 酸 测 定 试剂 盒 〈 南 京 建成 生物 工程 
研究 所 )、 酶 标 仪 (Multiskan GO 1.00.40, Thermo AFJ), HDL 和 低 密 度 脂 蛋 白 
EAE OMER 


科技 股份 有 限 公 司 八 大 鼠 BREL AEA ANA-1 4 
p 


折 科 生物 科技 有 限 公司 )、 甘 油 三 酯 TG) fiU CTS RAE 


HEME (MTT) (Solarbio 公司 )、 氧 化 低 密 度 脂 蛋白 (ox-LDL) (北京 协 生 生物 科技 有 限 责 人 


RPMI-1640 培养 液 (Solarbio 公司 )、 胰 酶 (Solarbio 公司 )、 二 甲 基 亚 砚 (DMSO) (Sigma 公 
HE 


Me 


| 胞 计数 板 〈《 上 
E 物 科技 有 限 公司 ]、 反 转录 试剂 使 和 DNA TED 


E 化 试剂 仪器 有 限 公 司 )、 总 RNA 提取 试剂 〈Invitrogen 公司 )、 菊 光 定 量 PCR 试剂 


回收 试剂 盒 [宝生 物 工 程 (大 


= 


rm 2H 


(1 周 ) 结束 后 ， 将 32 REM 


区 


高 脂 饲 粮 的 方法 建立 大 鼠 高 脂 模型 。 正 常 组 饲 喂 基础 


EP {fat B 
高 脂 组 ， 各 组 之 间 血 潮 


ESD KAMRE (191.41+16.01) g] 随 机 分 为 2 


3 TC 含量 和 体重 无 统计 学 差异 CP>0.05)。 采 | 


js] 


HAJR, mAAR E E a AS en E Did 


JÆ BB 
| 年 期 二 | 


78 XR: 1.096HH[E]RE. 0.19948 HH ib. 10.099588. 5.0992& 9E). 5.09648) S. 78.999 fl 


79 ” 饲 粮 。 建 模 时 间 为 4 周 。 


80 de 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 (风干 基础 ). 
81 Tablel Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) — 96 
项 目 Items 含量 Content 
原料 Ingredients 
面粉 Flour 19.0 
玉米 Com 23.0 
高 梁 Sorghum 6.0 
KEK Wheat bran 10.0 
豆粕 Soybean meal 15.0 
植物 油 Vegetable oil 2.0 
TT 鱼肝油 Morrhuate 1.0 
> 鱼粉 Fish meal 10.0 
骨粉 Bone meal 1.0 
啤酒 酵母 Beer yeast 1.0 
食盐 NaCl 1.0 
— yew Starch 6.0 
一 甘氨酸 Gly 3.4 
~N 碳酸 钙 CaCO: 0.5 
= 合计 Total 100.0 


营养 水 平 Nutrient 


levels 
水 分 Moisture 10.0 

© 粗 蛋 白质 CP 22.0 

= 粗 脂肪 EE 4.0 

粗 纤 维 CF 5.0 
粗 灰 分 Ash 8.0 
钙 Ca 1.6 
BE P 0.8 

82 建 模 结束 后 ， 根 据 血清 TC 含 量 和 体重 分 别 将 正常 组 和 高 脂 组 各 随机 分 为 2 组 ， 分 组 情 


83 ，” 况 及 具体 试验 设计 如 下 。 正 常 对 照 组 : 饲 喂 基 础 饲 粮 ， 每 天 09:00 灌 胃 2 mL THK; Ate 


84 F 组 : 饲 喂 基础 饲 粮 ， 每 天 09:00 灌 骨 240 mg/kg Er fe H2 mL; 高 脂 模型 组 : 饲 喂 高 脂 饲 


n: 


85 Æ, FEKOI:00%E 82 mL 蒸馏 水 ， 高 脂 皂 苷 组 :; 饲 喂 高 脂 饲 粮 ，1~4 周 每 天 09: 0018 2 mL 


86 蒸馏水， 从 第 5 周 开 始 ， 每 天 09: 00 灌 骨 240 mg/kg 首 逢 皂苷 ， 连 续 灌 胃 4 周 。 各 组 大 鼠 均 自 


87 ERK, XER. 


88 样本 的 采集 与 制备 : 试验 结束 后 ， 所 有 大 鼠 禁 食 过 夜 ， 麻 酬 后 沿 大 鼠 腹 部 中 部 剖 开 ， 
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115 


取 肝 脏 相同 部 位 ， 吸 干 血迹 用 锡 箱 纸 包装 好 后 ， 迅 速 置 于 液 氮 中 冷冻 ， 并 保存 于 -80 CHK 


箱 待 测 。 


1.3 BRL 细胞 试验 


1.3.1 ABS BRL 细胞 模型 的 建立 口 


BRL 细胞 接种 于 50 mL 的 细胞 培养 瓶 中 ,用 10% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 于 37 °C 


Le 


5% CO; 培 养 箱 中 培养 ， 待 细胞 贴 壁 长 满 瓶 底 ， 胰 酶 消化 ， 计 数 后 接种 于 6 孔 板 中 ， 每 孔 接 
种 约 1.5x105 个 细胞 , 待 细胞 长 满 80% 后 , 更 换 新 鲜 培 养 液 , 在 培养 液 中 加 入 50% 胎 牛 血清 ， 


继续 培养 24-48 h 至 出 现 细胞 内 脂 滴 或 泡沫 样 物 沉积 ， 即 制 成 脂 变 细胞 模型 。 将 所 得 细胞 改 
置 于 含 0.1% 胎 牛 


清 的 高 糖 DMEM 培养 液 中 ， 使 其 静止 24 hp， 再 做 相应 的 处 理 。 


1.3.2 ”试验 分 组 


细胞 用 六 孔 板 培养 ， 试 验 分 为 4 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 有 具体 分 组 情况 如 下 。 


正常 对 照 组 ， 六 孔 板 每 孔 添 加 2.9 mL € 10% 胎 牛 血 清 的 高 糖 DMEM 培养 液 ， 培 养 24 


h 后 换 液 ， 继 续 培 养 48h 后 ， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 中 静止 24h， 再 加 


Le 


入 100 uL 的 培养 液 培养 24 h。 


He: 六 孔 板 每 孔 添 加 2.9 mL & 10% 胎 咎 血清 的 高 糖 DMEM 培 液 ， 培 养 24 h 


后 换 液 ， 继 续 培养 48 h 后 ， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 高 糖 DMEM 培养 液 中 静止 24 h， 再 加 入 


100 uL 的 300 pg/mL( 终 浓度 为 100 ug/mL) Ei fé "e FETA, HEE 24 h. 


脂 变 模型 组 ; 六 孔 板 每 孔 添 加 2.9 mL 含 10% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 ， 培 养 24 


h 后 换 成 含 50% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 ， 继 续 培 养 48h 后 ， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血 清 的 


高 糖 DMEM 培养 液 中 静止 24 h， 再 加 入 100 uL 的 培养 液 培 养 24h。 


ARAB AERA: 六 孔 板 每 孔 添加 2.9 mL 含 10% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 ， 培 养 24 
h 后 换 成 含 50% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 液 , 继续 培养 48h 后 ， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血 清 的 


高 糖 DMEM 培养 液 中 静止 24 h， 再 加 入 100 uL 的 300 jg/mL( 终 浓度 为 100 pg/mL) Ei 5 E 


昔 溶解 液 ， 培 养 24 he 


1.4 ANA-1 细胞 试验 


将 ANA-1 细胞 接种 于 25 em? 培养 瓶 中 ， 加 入 含 10% 胎 牛 血清 的 RPMI-1640 培养 液 ， 


铺 满 瓶 底 即 可 ， 置 于 37 °C 5% CO» 培养 箱 中 培养 。 注 意 更 换 新 鲜 培养 液 。 细 胞 密度 达到 


116 2x106 个 /mL 更 换 培养 液 ， 定 期 将 培养 瓶 置 于 显微镜 下 观察 ， 观 察 细胞 形态 。 


117 ”1.4.1 iW ANA-1 细胞 模型 的 建立 


118 试验 前 以 无 血清 的 RPMI-1640 培养 液 培 养 细 胞 12 h， 使 细胞 处 于 静止 状态 。 用 50 mg/L 


119 ”的 ox-LDL 作用 于 细胞 48 h， 制 成 荷 脂 ANA-1 细胞 模型 。 


120 142 试验 分 组 


121 细胞 用 六 孔 板 培养 ， 试 验 分 为 为 4 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 具 体 分 组 情况 如 下 。 
122 正常 对 照 组 ， 六 孔 板 每 孔 添加 2.9 mL & 10% 胎 牛 血 清 的 RPMI-1640 培养 液 ， 培 养 48h 


123 ”后 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 的 RPMI-1640 培养 液 中 静止 24 hp， 再 加 入 100 uL 的 培养 液 培 养 24 


124 ho 


ANS 


125 Ste ZA: 六 孔 板 每 孔 添 加 2.9 mL & 10% 胎 牛 血清 的 RPMI-1640 培养 液 ， 培 养 48h 


126 BATA 0.1% 胎 牛 血清 的 RPMI-1640 培养 液 中 静止 24h， 再 加 入 100 uL 300 hg/mL( 终 浓度 


127 ”为 100 ug/mL) Ei f& e TE TEUER 24 ho 


128 荷 脂 模 型 组 : 六 孔 板 每 孔 添加 2.8 mL € 10% 胎 牛 血清 的 RPMI-1640 培养 液 ，100 uL 


129 1.45 ug/uL 的 ox-LDL( 终 浓度 50 mg/D) 培 养 48 h 后 ， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 的 RPMI-1640 培 


CO 130 。 养 液 中 静止 24h， 再 加 入 100 pL 的 培养 液 培 养 24h。 


131 WAREZ: 六 孔 板 每 孔 添加 2.8 mL 含 10% 胎 牛 血清 的 RPMI-1640 培养 液 ，100 uL 


=> 


pe 132 14455 ug/uL 的 ox-LDL( 终 浓度 50 mg/D) 培 养 48 h 后 ， 置 于 含 0.1% 胎 牛 血清 的 RPMI-1640 培 


= = 133 ” 养 液 中 静止 24 h， 再 加 入 100 uL 300 pg/mL( 终 浓度 为 100 pg/mL) A f8 e AR 
134 #896 24h. 


135 1.5 指标 测定 与 方法 


136 L5. MTT IE ET HT BRL 和 ANA-I 细胞 活性 的 影响 


137 用 浓度 为 2x104 个 /mL 的 细胞 悬 液 接种 于 96 孔 板 ， 每 孔 100 nL， 培养 24 h 后 加 入 不 


138 INE, KEDIA OO FR) 50, 100, 200, 250 pg/mL。 每 组 6 个 重复 孔 ， 


139 37 °C 5% CO; 培 养 24h， 显 微 镜 观 察 其 效果 ， 去 上 清 液 ， 加 入 90 UL 新 鲜 培养 液 ， 再 加 入 


140  1O0uLMTT 贱 育 ， 继 续 培 养 4h 后 ， 每 孔 加 二 甲 基 亚 硕 (DMSO) 150 uL 振荡 10 min， 以 无 


ANS 


141 


胞 空白 孔 为 零点 ， 用 酶 标 仪 在 波长 490 nm 处 检测 各 和 孔 吸光 度 值 CODO. 


142 152 大 鼠 肝 脏 、BRL 细胞 和 ANA-1 细胞 基因 mRNA 相对 表达 量 测定 
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150 
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156 


157 


158 


159 


160 


161 


152.1 ”肝脏 和 细胞 总 RNA 提取 


Trizol 法 提取 总 RNA， 保 存 于 -80 '‘C， 以 备 后 续 试 验 使 用 。 


15.22 MRNA 浓度 的 测定 


采用 Thermo 微量 紫外 分 光 光 度 计 260 nm 处 测定 总 RNA 浓度 ， 并 记录 OD260 nm/OD280 


om 结果 在 1.8~2.0 的 样本 满足 要 求 。 


1.5.2.3 总 RNA 的 质量 检测 


用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 胶 电泳 鉴定 总 RNA 的 完整 性 


o 


1.5.2.4 总 RNA 反 转 录 


采用 大 连 宝 生物 工程 公司 提供 的 Reverse Transcriptase M-MLV(Rnase HANA, tE 


明 书 进行 操作 ， 得 到 cDNA 产物 。 


15.2.5 引物 设计 与 合成 


根据 GenBank 大 鼠 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 (GAPDH). ABCAl. SR-BI DNA 序列 ， 小 


鼠 8 肌 动 蛋白 CB-actin), ABCA1. SR-BI DNA 序列 运用 Primer 5.0 设计 引物 ， 引 物 序列 


及 参数 见 表 2. 
表 2 引物 序列 及 参数 
Table 2 Sequences and parameters of primers 
ED Genes 物种 GenBank 登记 号 引物 序列 
Species GenBank accession No. Primer sequences (5! -3' ) 
甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氧 KEN Rat NC 005103.3 上 游 ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG 
GAPDH 下 游 TCAAAGGTGGAAGAATGGGAGTT 
三 磷酸 腺 苷 结合 盒 转运 体 KA Rat NC 005104 上 游 GTGTCCCGAATCGTCTGT 
Al ABCA1 下 游 CCAAGTTCTTCATCAAATCAT 
清道 夫 受 体 BI SR-BI KEN Rat NC 005111 上 游 TTCGTTTCCAGCCAGACAG 
下 游 CCGTGCGGTTCATAAAGG 
B 肌 动 蛋白 B-actin 小 鼠 NC 000071.6 上 游 CCAACCGTGAAAAGATGACC 
Mouse 下 游 ATCACAATGCCTGTGGTACG 
三 磷酸 腺 苷 结合 盒 转运 体 J BR NC 000070 上 游 GAGCAAAGCCAAGCATCTTC 
Al ABCA1 Mouse 下 游 AGCAGGGACCACATAATTGC 
清道 夫 受 体 BI SR-BI 小 鼠 NC 000071 上 游 AATGGAACGGACTCAGCAAG 
Mouse 下 游 AGGATTCGGGTGTCATGAAG 


1.5.2.6 KJG Æ PCR 


本 试验 采用 SYBR qPCR Mix 为 荧光 染料 ， 经 过 摸索 确定 最 佳 反 应 体系 如 下 : SYBR- 


qPCR Mix 5 kL， 焦 碳酸 二 乙 酯 (DEPC) 处理 水 3.8 uL, HEAR cPDNA 1 kL， 上 、 下 游 引 物 各 
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175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


0.1 pL, AAA 10uL. EA FERHEGE 


15s, 60 CEK 20s, 72 CEH 30 s， 此 步骤 40 个 循环 ; 


条 件 ， 采 用 2-^^c 法 对 数据 进行 分 析 处 理 。 


L6 统计 分 析 


试验 数据 采 


J SPSS 13.0 统计 软件 进行 


量 PCR: 95 CHATE 2min; 95 ‘CARVE 


20 保存 10 min。 根 据 本 试验 


单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA), Duncan R 


法 进行 组 间 多 重 比较 ， 以 P<0.05 表示 差异 显 普 ， 结 果 用 "平均 值 + 标 准 差 ” 表 示 。 


2 结果 与 分 析 


2. Hm BOX 


Iu 


BRL 细胞 、ANA-1 


细胞 活性 的 影响 


HÆ 3 可 知 ， 首 蒂 皂 苷 添加 终 浓 度 为 S0、100 ug/mL I, BRL 细胞 活性 与 对 照 组 相 比 


差异 不 大 ， 而 200、250 ug/mL 时 BRL 细胞 活性 升 高 ， 且 与 对 照 组 相 比 差异 显著 (P<0.05)。 


His 2 HAIMA EA 50. 100. 200, 250 pg/mL 时 ANA- 


(P>0.05). Ata 


FREE 100 ug/mL 以 下 时 对 BRL 细 月 


表 3 Bet 


对 BRL 细胞 、ANA-1 细胞 活性 


1 细胞 活性 与 对 照 组 差异 不 显著 


包 和 ANA-1 细胞 都 未 见 毒性 。 


的 影响 


Table3 Effects of AS on the activities of BRL cells and ANA-1 cells 


ANA-1 细胞 
ANA-1 cells 


0.80+0.03*” 
0.8440.01* 
0.84+0.03* 
0.82+0.06*” 
0.76+0.05° 


首 蒂 皂苷 浓度 Concentration of AS/(ug/mL) BRL 细胞 

BRL cells 
0 0.572:0.03^ 
50 0.57+0.02° 
100 0.62+0.08° 
200 0.70+0.05? 
250 0.74+0.034 

同 列 数据 肩 标 相 同 或 了 
表 同 。 


小 写字 母 表 示 差 异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P < 0.05). F 


In the same column, values with the same or no small letter superscripts mean no significant difference (P 


270.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P 0.05). The same as below. 


2.2 Efe SB NS XBUTIEABCAI. 


由 表 4 FY AT, 


与 正常 对 照 组 相 比 ， 


SR-B] mRNA 表达 量 的 影响 


EH. AGRA, EUIS EH ABCA mRNA 


表达 量 显著 升 高 C(P<0.05)， 分 别 是 正常 对 照 组 的 8.34. 3.86. 9.57 倍 ; 与 正常 对 照 组 相 比 ， 


Aja 24H SR-BI mRNA 表达 量 显著 居 


2.94 倍 ;与 高 脂 模 


型 组 相 比较 ， 高 脂 电 


Fi CP<0.05)， 分 别 是 正常 对 照 组 的 12.07、2.77、 


ËH 4BC41 mRNA 表达 量 显 著 上 升 (P<0.05), SR-B 
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197 


198 


199 


200 


201 


202 


203 


I mRNA 表达 量 则 变化 不 大 ， 差 异 不 显著 (P>0.05). 


表 4 首 带 皂苷 对 大 鼠 肝 脏 4BC41、SR-B 1 mRNA 表达 量 的 影响 


Table 4 Effects of AS on ABCA1 and SR-B I mRNA expressions in liver of rats 


ATP 结合 盒 转运 子 Al 清道 夫 受 体 B I 
项 目 Items 
ABCA1 SR-B I 
E 常 对 照 组 Normal control group 1.00+40.37° 1.00+0.29° 
ia BH AS group 8.3440.53* 12.0721.21* 
高 脂 模 型 组 Hyperlipidemic model group 3.86+0.73° 2.77+40.20° 
高 脂 皂 苷 组 Hyperlipidemic saponins group 9.57+41.75* 2.9442.18° 


23 Efe dhe BRL 细胞 ABCAl. SR-BI mRNA 表达 量 的 影响 


jami 


表达 量 显著 升 高 (P<0.05)， 分 另 


脂 变 皂苷 组 4BC41 mRNA 表达 


SR-B 1 mRNA 表达 量 显 著 升 高 (P<0.05)， 是 正常 对 照 组 的 1.69 倍 ， 脂 变 模型 组 和 脂 变 皂 


组 显著 降低 (P<0.05), 分 别 


oF 


III 


n: 
ANS 


EI 


KS HAE 


H# 5TA EIE X RAE, Ee ZH. JARN ASE ZH ABCA] mRNA 


1 是 正常 对 照 组 的 5.97, 1.46. 1.47 f; 与 脂 变 模型 组 相 比 ， 


inj 


EKRA GABIG(P-0.05). SEX EH, Ae Sze 


是 正常 对 照 组 的 0.17. 0.35 倍 ; 与 脂 变 模型 组 相 比较 ， 脂 变 气 


SR-B I mRNA 的 表达 量 略 有 升 高 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)。 


TP*I BRL 细胞 4BC41、SR-B 1 mRNA 表达 量 的 影响 


Table 5 Effects of AS on ABCA1 and SR-B I mRNA expressions in BRL cells 


ATP 结合 盒 转运 子 Al 清道 夫 受 体 B I 
页 目 Items 
4BC41 SR-B | 

正常 对 照 组 Normal control group 1.00+0.12° 1.00+0.06° 
EUG. AS group 5.97+0.18" 1.69+0.07° 
间 变 模型 组 Hyperlipidemic model group 1.46+0.22? 0.17+0.01° 
间 变 皂苷 组 Hyperlipidemic saponins group 1.47+0.13° 0.3540.32° 
2.4 Tid WB X ANA-1 细胞 ABCAI. SR-BI mRNA 表达 量 的 影响 


Iu 


HÆ 6 可 知 , 与 正常 对 照 组 相 比较 , E EET 2H fr HC ZH nr HF ZH. ABCA1 mRNA 


表达 量 显著 降低 (P<0.05)， 是 正常 对 照 组 的 0.59、0.24、0.26 倍 。 与 正常 对 照 组 相 比 ， 


皂苷 组 SR-BI mRNA 表达 量 略 有 下 降 (P>0.05)， 是 正常 对 照 组 的 0.60 倍 ， 和 荷 脂 模型 组 和 和 荷 


ZIH 


He FFZH DU] S 5 he Fey (P<0.05), 


分 别 是 正常 对 照 组 的 4.56、4.07 倍 ， 与 荷 脂 模型 组 相 比 较 ， 


荷 脂 皂 苷 组 4BC41、SR-B I mRNA 表达 量 均 没有 显著 变化 (P>0.05)。 


表 6 Eu ANA-I 细胞 ABCA, SR-BI mRNA 表达 量 的 影响 
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Table 6 Effects of AS on ABCA1 and SR-B | mRNA expressions in ANA-1 cells 


ATP 结合 盒 转运 子 Al 清道 夫 受 体 B I 
项 目 Items 
4BC41 SR-BI 
正常 对 照 组 Normal control group 1.00+0.04a 1.00+0.16a 
ETE TH AS group 0.5940.15° 0.60+0.1° 
蓓 脂 模 型 组 Lipid-loaded model group 0.24+0.07° 4.56+0.02° 
荷 脂 皂苷 组 Lipid-loaded saponins group 0.26+0.02° 4.07+0.45° 
3 W it 


血脂 是 血液 中 所 含 各 类 脂 质 的 总 称 , 包括 胆固醇 、TG、 和 磷脂 CPL) 和 游离 脂肪 酸 (FFA) 
等 。 本 课题 组 前 期 研究 表明 ， 首 蒂 皂 苔 可 以 能 降低 高 脂 血 症 大 鼠 血 清 中 TC. TG 和 LDL-C 


am, UWE BHAA RAM Ms, 


HDL 的 抗 动脉 粥 硬化 性 疾病 作用 主要 基于 HDL 参与 的 RCT WHE. rf Eb AAA AA IER 


作用 ,将 其 水 溶液 注射 入 血液 ， 低 浓度 时 即 可 使 红细胞 破裂 。 一 般 认 为 溶血 作用 与 皂苷 和 红 
胞 膜 中 胆固醇 的 相互 作用 有 关 。 本 试验 用 MTT 法 检测 首 带 皂苷 对 BRL 细胞 、ANA-1 细 
胞 生长 的 影响 ,以 确定 首 蒂 皂 普 对 这 2 种 细胞 是 否 具 有 毒性 ,并 确定 细胞 培养 过 程 中 首 菠 皂 
昔 的 添加 量 ， 为 后 续 试 验 打 下 基础 。 本 试验 结果 表明 ， 萌 藉 皂 童 浓度 小 于 100 pg/mL 时 对 
BRL 细胞 的 活性 并 无 影响 ， 首 蒂 皂 苷 各 个 剂量 对 ANA-1 细胞 的 影响 差异 均 不 显著 ， 但 浓度 


高 于 100 pg/mL IN, ANA-1 细胞 活性 有 下 降 趋势 ， 故 选取 100 pg/mL 作为 细胞 培养 过 程 中 


ANS 


ui 


Bia E EFE se 


组 成 生物 膜 系 统 的 重要 成 分 一 一 胆固醇 的 摄取 、 合 成 以 及 排出 之 间 存 在 着 动态 平衡 ， 这 
个 平衡 是 维持 细胞 膜 系统 与 细胞 基本 生命 活动 的 关键 。 RCT 是 指 新 生 的 圆 盘 状 HDL 从 外 周 
胞 (包括 动脉 壁 细胞 ) 中 摄取 过 剩 的 胆固醇 ， 在 血浆 中 经 卵 磷脂 胆固醇 酰基 转移 酶 (lecithin 


ANS 


cholesterolacyltransferase,LCAD) 酯 化 后 ,游离 胆固醇 转变 为 胆固醇 脂 并 向 HDL 的 内 核 转移 ， 
最 终 形成 球状 的 成 熟 HDL， 将 胆固醇 转运 至 肝脏 ， 主 要 通过 生成 胆汁 酸 的 形式 排出 体外 的 


过 程 信 器 。 机 体 通过 这 一 过 程 阻 断 泡沫 细胞 的 形成 ， 是 HDL 抗 动脉 粥 样 硬化 的 最 主要 机 制 


E 


之 一 。 目前 已 知 有 3 条 胆固醇 流出 通路 ， 分 别 为 apoA-1/ABCA1 通路 、SR-B I 途径 和 液 相 


扩散 途径 。 本 试验 选取 了 RCT 过 程 中 的 2 种 关键 基因 4BC41、SR-B 【 ， 从 个 体 和 细胞 水 平 


HAR SSE mRNA RERE, HARER EEX RCT 的 调控 机 制 。 


ABCAI 是 ABC 超 家 族 的 成 员 之 一 ， 能 促进 细胞 内 胆固醇 流出 而 参与 RCT 过 程 , 从 而 清 
除 组 织 过 量 的 胆固醇 中 。 它 是 近年 来 新 发 现 的 启动 细胞 内 胆固醇 外 流 、 形 成 HDL、 增 加 


Ve /^EHRTI| 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


228 RCT 的 关键 因子 ，ABCA1 介 导 RCT 的 第 1 步 ， 也 是 限 速 步骤 ， 对 脂 质 代谢 和 动脉 强 样 硬 
229 ”化 的 发 生 及 发 展 具有 重要 影响 。 大 量 研究 表明 ， 高 表达 ABCA 的 转基因 小 鼠 可 以 通过 升 高 


230 清 中 HDL 含量 ， 降 低 LDL 含量 ， 加 速 体内 胆固醇 的 流出 (2 区 ， 同 时 ，ABCA1 Æ ERE 


lii 


231 WARTEN, BE A PERE RET TR Acte EOS), ARDUIS ARCH, UN 


232 ”加 萌 蒂 皂苷 后 正常 和 高 脂 大 鼠 肝 脏 中 ABCA mRNA 表达 量 均 显著 升 高 ， 正 常 BRL 细胞 中 


233  ABCA]| mRNA RASHES, WHA SH yt Li ABCA mRNA 的 表达 来 增加 


234 RCT. IE dt IBS BRL 细胞 中 ABCA mRNA 的 表达 量变 化 不 大 ， 推 测 首 蒂 皂 


235  TEXEXBUITIIE ABCA 的 影响 是 代 偿 性 的 而 非 直接 作用 ， 有 基体 机 制 有 符 进 一 步 研究 。 添 加 萌 


236 ”和 藉 皂 苷 后 正常 ANA-1 细胞 中 4BC41 mRNA AE FM, full ANA-1 细胞 中 4BC41 


> 237 mRNA 的 表达 量变 化 并 不 大 。 这 说 明 首 蒂 民 苔 并 不 能 促进 巨星 细胞 中 RCT。 对 比 大 鼠 肝 


238 HÈ, BRL 细胞 和 ANA-1 细胞 的 试验 结果 可 发 现 ， 首 车 皂苷 主要 是 促进 肝脏 细胞 中 RCT， 
239 ”而 对 巨 哈 细胞 中 RCT 影响 不 大 。 


as 240 SR-B I J& T. CD36 超 家 族 成 员 ， 主 要 分 布 及 发 挥 重要 作用 的 组 织 器 官 是 肝脏 ， 还 有 如 
入 241 肾上腺 、 卯 和 俩 、 皖 丸 等 产生 省 体 类 激素 的 组 织 中 ， 而 且 在 选择 性 摄取 HDL-C 的 组 织 中 SR- 


242 ”BI 含量 较 多 ， 此 外 在 一 些 组 织 细 胞 中 有 低 水 平 表 达 。SR-B I 是 HDL 受 体 ， 而 且 同 时 具有 
243 ”多 个 配 体 的 结合 位 点 。SR-B I 与 HDL 结合 后 ， 介 导 胆 固 醇 脂 选择 性 摄取 ， 在 该 过 程 中 


244 ”SR-B 工作 为 HDL 受 体 ， 可 直接 将 HDL-C 选择 性 摄取 。HDL 流出 速率 与 细胞 SR-B I mRNA 


.三 。 245 。 表达 呈正 相关 。 研 究 发 现 ，SR-B I 在 肝脏 中 过 表达 同时 伴随 着 血浆 中 HDL-C 含量 的 降低 
© 246 ”和 胆汁 中 胆固醇 含量 的 升 高 ， 相 反 ， 对 SR-B I RRR RAARD, 


1 液 循环 中 TC 


247 ”含量 增加 ， 尤 其 HDL-C 含量 。 故 而 认为 ，SR-B I 基因 可 参与 RCT 途径 ， 将 血液 及 组 织 细 


248 ” 胞 中 过 多 的 胆固醇 转运 至 肝 及 其 他 可 利用 的 器 官 形成 胆汁 酸 和 类 固 醇 类 激素 从 而 达到 清除 
249 ”过 多 血脂 ， 防 止 动脉 粥 样 硬 化 发 生 的 作用 (9I。 本 试验 结果 表明 ， 首 带 皂 芽 主 要 影响 正常 大 


250 ”和 鼠 肝 脏 和 正常 BRL 细胞 中 SR-B I mRNA 表达 ， 而 对 高 脂 大 鼠 和 脂 变 BRL 细胞 中 SR-B T 


251 mRNA 表达 影响 不 大 ， 推 测 首 蒂 皂 蔡 参 与 调节 正常 肝脏 细胞 SR-B I mRNA 表达 ， 对 脂 变 
252 ”肝脏 细胞 中 SR-B I. mRNA 表达 调节 较 少 。 这 说 明 血 脂 水 平 的 高 低 影响 体内 胆固醇 的 代谢 ， 
253 ”因此 研究 首 带 皂苷 对 胆固醇 代谢 的 影响 时 应 考虑 血脂 水 平 的 差异 。 首 攻 皂 荫 对 正常 和 蓓 脂 


= 
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254 — ANA-1 细胞 中 SR-BI mRNA IARI AK, UE aa SR-B I2 
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与 调节 RCT 无 影响 ， 具 体 的 作用 机 制 还 需 进一步 研究 071。 


4 结 论 


首 蒂 皂苷 可 通过 上 调 大 鼠 肝 脏 和 正常 肝脏 细胞 4BCA1 和 SR-B I mRNA 的 表达 促进 胆 


固 醇 的 逆向 转运 ， 增 强 肝脏 胆固醇 排泄 ， 从 而 发 挥 其 对 高 脂 血 症 的 预防 和 治疗 作用 。 
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Effects of AS on mRNA of ABCAI and SR-B I of reverse cholesterol transport 
CHEN Yanyan LIU Boshuai CHEN Yuepeng ZHU Xiaoyan YUAN Dedi QI Shengli 
WANG Chengzhang SHI Yinghua 
(College of Animal Science and Veterinary Medicine, Henan Agricultural University, Zhengzhou 
450002 China) 

Abstract: Rat liver, rat liver cells (BRL cells) and mouse macrophages (ANA-1 cells) were used to 
investigate the effects of alfalfa saponins (AS) on mRNA expressions of reverse cholesterol 
transport genes, which were ATP-binding cassette transporter Al (4BCA1) and scavenger receptor 
class B type. I (SR-B I), and discussed the effects of AS from animal and cellular levels. Thirty 
two healthy male SD rats were randomly divided into four groups: normal control group, AS group, 


hyperlipidemic model group and hyperlipidemic saponins group, and each group had 8 rats. Rats in 
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normal control group and AS group were fed a basal diet, and those in the other two groups were 
fed a high-fat diet. After 4 weeks feeding, AS [240 mg/(kg * d)] was intragastric administered to rats 
in AS group and hyperlipidemic saponins group from weeks 5 to 8. BRL cells were incubated with 
fetal bovine serum for 48 h to constitute hyperlipidemic model. BRL cells were divided into four 
groups, which were normal control group (normal cells), AS group (normal cells), hyperlipidemic 
model group (hyperlipidemic cells) and hyperlipidemic saponins group (hyperlipidemic cells), and 
AS (final concentration 300 u g/mL) was added to culture medium in AS group and 
hyperlipidemic saponins group to culture for 24 h. ANA-1 cells were incubated with oxidized low 
density lipoprotein for 48 h to constitute lipid-loaded model. ANA-1 cells were divided into four 
groups, which were normal control group (normal cells), AS group (normal cells), lipid-loaded 
model group (lipid-loaded cells) and lipid-loaded saponins group (lipid-loaded cells), and AS (final 
concentration 300 u g/mL) was added to culture medium in AS group and lipid-loaded saponins 
group to culture for 24 h. The mRNA expressions of ABCA1 and SR-B |. in rat liver, BRL cells 
and ANA-1 cells were determined by fluorescent quantitative PCR. The results showed as follows: 
1) AS significantly increased the mRNA expressions of ABCA1 and SR-B [ in liver of normal rats 
and of ABCA] in liver of hyperlipidemic rats (P<0.05), but had no significant effects on that of 
SR-B I in liver of hyperlipidemic rats (P>0.05); 2) AS significantly increased the mRNA 
expressions of ABCA1 and SR-B I in normal BRL cells (P<0.05), but had no significant effects 
on those in hyperlipidemic BRL cells (P>0.05); 3) AS significantly reduced the mRNA expression 
of ABCA] in normal ANA-1 cells (P<0.05). In conclusion, AS might promote reverse cholesterol 
transport by up-regulate the mRNA expressions of ABCA1 and SR-B | in rat liver and normal BRL 
cells, promote the excretion of liver cholesterol, and play prevention and curing effects on 
hyperlipidemia. 

Key words: alfalfa saponins; BRL cells; ANA-1 cells; cholesterol reverse transport; mRNA 


expression 


